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AK    aminokislina, aminokislinski (npr. ostanek) 
ALL    acute lymphoblastic leukemia; akutna limfoblastna levkemija 
B-ALL B-cell acute lymphoblastic leukemia; B-celična akutna 
limfoblastna levkemija 
BCR-ABL1 breakpoint cluster region protein/Abelson tyrosine-protein 
kinase 1; fuzijski gen (tudi protein), ki nastane s translokacijo 
kromosomov 9 in 22 – nastanek značilnega kromosoma 
Philadelphia 
CD    cluster of differentiation; označevalec pripadnosti 
CRLF2 cytokine receptor like factor 2; dejavnik, podoben 
citokinskemu receptorju, 2 – gen, ki kodira del receptorja za 
TSLP  
del    deletion; delecija   
EPOR    erythropoietin receptor; receptor za eritropoetin 
FISH fluorescence in situ hybridization; fluorescenčna in situ 
hibridizacija 
FLT3 fms-like tyrosine kinase 3; gen,  ki kodira citokinski receptor, 
ki spada med tirozinske kinaze tipa 3 
IGH immunoglobulin heavy locus; lokus za imunoglobulinsko 
težko verigo 
IKZF1  Ikaros Family Zinc Finger 1; gen, ki kodira protein Ikaros – 
prepisovalni dejavnik iz družine cinkovih prstov 
IL7Rα interleukin-7 receptor subunit α; podetnota α receptorja za 
interlevkin 7 
JAK/STAT janus kinase/signal transducers and activators of 
transcription; janusna kinaza/pretvorniki signala in aktivatorji 
prepisovanja (signalna pot) 
MRD minimal residual disease; minimalni/merljivi preostanek 
bolezni 
P2RY8 P2Y Receptor Family Member 8; gen, ki kodira s proteinom G 
sklopljen purinergičen receptor 
PAR1 pseudoautosomal region 1; psevdoavtosomna regija 1 
PCR polymerase chain reaction; verižna reakcija s polimerazo 
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PI3K/mTOR phosphatidylinositol 3-kinases/mammalian target of 
rapamycin; fosfatidilinozitol 3-kinaze/sesalski cilj rapamicina 
(signalna pot) 
t translocation; translokacija  
T-ALL T-cell acute lymphoblastic leukemia; T-celična akutna 
limfoblastna levkemija 
TKI    tyrosine kinase inhibitors; inhibitorji tirozinskih kinaz 
TRK tyrosine receptor kinase; receptor tirozinska kinaza 
TSLP    thymic stromal lymphopoietin; timusni stromalni limfopoetin  
TSLPR   thymic stromal lymphopoietin receptor; receptor za TSLP 







Philadelphia-podobna akutna limfoblastna levkemija (Ph-podobna ALL) je oblika B-celične 
ALL, ki ima zelo podoben profil izraženih genov kot Ph-pozitivna ALL, vendar pa nima 
prisotnega značilnega kromosoma Ph. Na genski ravni gre za zelo heterogeno bolezen, pri 
kateri lahko pride do različnih sprememb, ki vodijo v deregulacijo citokinskih receptorjev in 
tirozinskih kinaz. Posledično predstavlja diagnostika te bolezni precejšen izziv in zahteva 
sistematičen večstopenjski pristop ter uporabo različnih metod. Najpogostejše genske 
spremembe pri tej obliki ALL so spremembe v genu CRLF2. 
Gen CRLF2 se nahaja v psevdoavtosomni regiji 1 na kratki ročici spolnih kromosomov in 
kodira citokinski receptor tipa I, ki je del receptorja za timusni stromalni limfopoetin. 
Aktivacija tega receptorja aktivira signalne poti, ki so vpletene v procese proliferacije in 
razvoja hematopoetskega sistema. Spremembe gena CRLF2 vodijo do nenadzorovane 
proliferacije in preživetja prekurzorskih celic B.  
Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, kakšna je pogostost preureditev gena CRLF2 pri 
slovenskih bolnikih z B-ALL in ovrednotiti uporabnost preiskave FISH v odkrivanju 
bolnikov s Ph-podobno ALL. Preureditve gena CRLF2 na kratki ročici spolnih kromosomov 
smo zaznavali z dvobarvno razcepno fluorescenčno DNA-sondo Cytocell CRLF2 
Breakapart Probe. 
Najprej smo določili pražni vrednosti za DNA-sondo, in sicer 3,8 % za translokacijo 
(največkrat nastane IGH-CRLF2) in za delecijo (nastane P2RY8-CRLF2) prav tako 3,8 %. 
Analizirali smo 49 vzorcev, pridobljenih iz kostnega mozga slovenskih bolnikov z B-ALL, 
ki niso imeli prisotnih drugih ponavljajočih se genskih nepravilnosti. Preureditve gena 
CRLF2 smo našli pri 4 preiskovancih, kar predstavlja 8,2 % (4/49) analiziranih vzorcev oz. 
3 % (4/133) vseh slovenskih bolnikov z B-ALL med januarjem 2012 in junijem 2019. Pri 3 
preiskovancih je bila prisotna translokacija, pri 1 pa delecija. Pri 1 preiskovancu s 
translokacijo smo določili tudi rahlo povišano izražanje proteina TSLPR (določeno s 
pretočno citometrijo).  
Preiskava FISH se je izkazala za uspešno pri odkrivanju bolnikov s Ph-podobno ALL, njena 
vpeljava v rutino pa je enostavna. Predlagamo preverjanje prisotnosti preureditev gena 
CRLF2 s kombinacijo pretočne citometrije in preiskave FISH ter uvedbo DNA-sonde 
CRLF2 v algoritem izbire DNA-sond pri bolnikih z B-ALL, pri čemer se bo preiskava s 
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sondo CRLF2 izvedla, če bodo predhodno izključene vse druge ponavljajoče se genske 
spremembe. 
KLJUČNE BESEDE  
gen CRLF2, Philadelphia-podobna akutna limfoblastna levkemija, preureditve gena CRLF2, 






Philadelphia-like acute lymphoblastic leukemia (Ph-like ALL) is a type of B-cell ALL that 
has a similar gene expression profile to Ph-positive ALL, however, no Philadelphia 
chromosome is present. Genetically, this is a very heterogeneous disease. Several different 
alterations that lead to deregulation of cytokine receptors and tyrosine kinases can be found. 
This makes the diagnosis of Ph-like ALL challenging yet of vital importance for treatment 
selection. It requires a systematic approach and use of various methods. Alterations in the 
CRLF2 gene are the most common alterations in Ph-like ALL. 
CRLF2 gene is located in the pseudoautosomal region 1 on the short arms of chromosomes 
X and Y. It encodes a member of the type I cytokine receptor family, which is a part of the 
receptor for thymic stromal lymphopoietin. The activation of this receptor leads to the 
activation of several signaling pathways that control processes such as cell proliferation and 
development of the hematopoietic system. Alterations in the CRLF2 gene lead to 
uncontrolled proliferation and survival of B-cell progenitors. 
The purpose of this project was to determine the frequency of CRLF2 rearrangements in 
Slovenian patients with B-ALL and to evaluate the usefulness of FISH analysis in 
identification of Ph-like ALL patients. The rearrangements were detected using a 
fluorescently labeled DNA probe Cytocell CRLF2 Breakapart Probe which detects two 
CRLF2 rearrangements on the short arms of the sex chromosomes. 
We determined the cut-off value to be 3,8 % for the translocation (usually results in IGH-
CRLF2) and 3,8 % for the deletion (results in P2RY8-CRLF2) as well. We analyzed 49 bone 
marrow samples from Slovenian B-ALL patients that did not have recurring genetic 
alterations. CRLF2 rearrangements were found in four samples which accounts for 8,2 % 
(4/49) of all analyzed samples and 3 % (4/133) of all Slovenian B-ALL patients (from 
January 2012 to June 2019). Three patients carried a translocation and one carried a deletion. 
One patient with the translocation also had a slightly higher CRLF2 gene expression 
(detected by flow cytometry).  
FISH analysis proved to be efficient in identification of Ph-like ALL patients and its 
introduction into routine diagnostics is simple. We suggest the use of both flow cytometry 
and FISH to identify patients with CRLF2 rearrangements. We also suggest an introduction 
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of the CRLF2 DNA probe into the DNA probe choice algorithm for B-ALL patients. This 
probe should be used, if all other recurring alterations are ruled out.  
KEY WORDS 
CRLF2 gene, Philadelphia-like acute lymphoblastic leukemia, CRLF2 rearrangements, 




1.1 GEN CRLF2 
Gen CRLF2 se nahaja v psevdoavtosomni regiji 1 (PAR1) na kratki ročici kromosomov X 
(Xp22.33) in Y (Yp11.32) (Slika 1) (1,2). Zapisuje netipičen citokinski receptor tipa I, ki je 
del receptorja za timusni stromalni limfopoetin (TSLP). Protein CRLF2 skupaj z verigo α 
receptorja za interlevkin 7 (IL7Rα) tvori heterodimeren receptor za TSLP (TSLPR). TSLP 
je pleiotropni citokin, ki je bil prvič izoliran iz mišje timusne stromalne celične linije.  Izloča 
ga mnogo različnih celic, med njimi epitelne celice prebavil in pljuč, keratinociti ter celice 
imunskega sistema (dendritične celice, mastociti, monociti, makrofagi in granulociti) (3). 
Vezava TSLP na receptor aktivira signalni poti JAK/STAT in PI3K/mTOR, ki nadzorujeta 
procese proliferacije in razvoja hematopoetskega sistema (4). 
 
Slika 1: Shematičen prikaz lokacije gena CRLF2 na kromosomih X in Y. Povzeto po (1). 
1.1.1 Zgradba in funkcija proteina CRLF2 
Protein CRLF2 je transmembranski citokinski receptor, sestavljen iz 371 aminokislinskih 
(AK) ostankov, njegova molekulska masa je 42 kDa (5). Zunajcelična domena je sestavljena 
iz 210 AK ostankov in vsebuje tri od tipično štirih ohranjenih cisteinskih ostankov na 
citokinskih receptorjih tipa I. Od drugih citokinskih receptorjev iz te skupine se razlikuje 
tudi po motivu PSDWS v zunajcelični domeni, kjer je pri drugih prisoten motiv WSXWS. 
Na N-terminalnem delu je signalni peptid, dolg 22 AK ostankov. Znotrajcelična domena je 
sestavljena iz 119 AK ostankov. Od znotrajceličnih domen drugih citokinskih receptorjev 
tipa I se razlikuje po tem, da v bližini membrane vsebuje le motiv box 1, ne pa tudi box 2, 
poleg tega ima na C-terminalnem delu ohranjen le en tirozinski ostanek, katerega naloga je 
vezava signalnih molekul. CRLF2 celično membrano prebada enkrat, transmembranski del 
2 
 
je dolg 20 AK ostankov (6–8). CRLF2 je izražen predvsem na dendritičnih celicah in tudi 
na limfocitih T ter B, granulocitih in mastocitih, prav tako pa je prisoten tudi v vranici, srcu, 
skeletnih mišicah, ledvicah, jetrih in kostnem mozgu (6,8,9).  
Skupaj z IL7Rα se povezuje v funkcionalen heterodimeren receptor za TSLP (10). Po vezavi 
TSLP na TSLPR pride do dimerizacije podenot receptorjev, čemur sledita transfosforilacija 
in aktivacija molekul JAK1 ter JAK2 na znotrajcelični strani receptorja. JAK nadalje 
fosforilira različne tarče, med njimi tudi STAT, ki so latentni prepisovalni dejavniki in se do 
aktivacije nahajajo v citoplazmi. Fosforilirane molekule STAT dimerizirajo in vstopijo v 
jedro, tam pa se vežejo na tarčna zaporedja in aktivirajo ali pa zavirajo prepisovanje genov 
(11). Po aktivaciji molekul JAK pride tudi do fosforilacije podenote 85 molekule PI3K, to 
pa sproži kaskado reakcij v signalni poti PI3K/mTOR (Slika 2), kar vodi v spodbujanje 
metabolizma, proliferacijo, celično preživetje, rast in angiogenezo (7).  
 
Slika 2: Shematičen prikaz signalnih poti JAK/STAT in PI3K/mTOR, ki se aktivirajo po 
vezavi TSLP na heterodimeren receptor TSLPR (IL7Rα in CRLF2). Povzeto po (7). 
Fiziološka vloga TSLPR je prenos signala v celice, kar pri levkocitih v periferni krvi vodi v 
diferenciacijo naivnih limfocitov T v celice T pomagalke tipa 2 (Th2), aktivacijo 
dendritičnih celic in naravnih celic ubijalk T ter bazofilcev v začetnih stopnjah vnetja. TSLP 
vpliva tudi na dozorevanje in aktivacijo limfocitov B, prav tako  uravnava diferenciacijo in 
razvoj regulatornih celic T (Treg) (12). 
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1.1.2 Mehanizmi deregulacije gena CRLF2 
Povišano izražanje CRLF2 (tudi za več kot dvakrat) najdemo pri več patoloških stanjih, kot 
so mikrobna vnetja, sindrom imunske pomanjkljivosti, avtoimunske bolezni in določene 
oblike raka (tudi ALL), medtem ko je znižano izražanje bilo opisano samo pri določenih, 
drugih oblikah raka (13).  
V razvoj B-ALL sta tako v nekaterih primerih vpletena nenadzorovano izražanje gena 
CRLF2 in nenadzorovana aktivacija proteina CRLF2, ki sta posledica sprememb v genu 
CRLF2. Te najdemo pri približno 5–15 % bolnikov z B-ALL; pri  5–7 % pediatričnih 
bolnikov (2,14,15), pri približno 14 % mladih odraslih (16) in pri okoli 6–10  % odraslih 
bolnikov z B-ALL (17,18). Pogosto (27–50 % bolnikov) se pojavljajo pri bolnikih s Ph-
podobno ALL, prav tako jih najdemo pri več kot polovici ALL, povezanih z Downovim 
sindromom (2,14,18–20). Lahko jih najdemo tudi pri drugih oblikah B-ALL, kot je B-ALL 
z intrakromosomsko amplifikacijo kromosoma 21 (iAMP21), pri kateri so preureditve 
CRLF2 prisotne pri več kot 20 % bolnikov (21).  
Spremembe gena CRLF2 vodijo bodisi v povečano izražanje gena bodisi v povečano 
aktivacijo kodirajočega proteina, posledično pa pride do nenadzorovane proliferacije in 
preživetja prekurzorskih celic B. Poznamo tri glavne mehanizme deregulacije, in sicer dve 
kromosomski preureditvi in eno točkovno mutacijo. Prva preureditev je približno 320 
kilobaznih parov dolga intersticijska delecija znotraj PAR1 spolnih kromosomov – 
del(X)(p22.33p22.33) ali del(Y)(p11.32p11.32) – ki privede do zlitja prvega eksona gena 
CRLF2 s prvim nekodirajočim eksonom gena P2RY8, ki kodira s proteinom G sklopljen 
purinergičen receptor. Pri tem nastane zliti gen P2RY8-CRLF2 (Slika 3A). Druga je 
translokacija gena CRLF2 za ojačevalna zaporedja prepisovanja težke verige 
imunoglobulinov –   t(X;14)(p22;q32) ali t(Y;14)(p11;q32). Pri tem nastane zliti gen IGH-
CRLF2 (Slika 3B). Kot posledica teh preureditev se gen CRLF2 izraža pod vplivom 
promotorja P2RY8 oz. ojačevalnega zaporedja IGH (2,15). Tretja, manj pogosta sprememba, 
je aktivirajoča točkovna mutacija v genu CRLF2 (711T>G), zaradi katere pride do 
zamenjave fenilalanina v cistein na mestu 232 (F232C) (Slika 3C) (4). Dodaten cistein v AK 
zaporedju povzroči homodimerizacijo CRLF2 in konstitutivno aktivacijo signalne poti 
JAK/STAT, neodvisno od vezave TSLP (22). Poznamo tudi druge preureditve gena CRLF2, 
in sicer zlitja tega gena: CHRFAM7A-CRLF2, CRLF2-U2AF1, GOLGA8A-CLRF2 in 
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WDR27-CRLF2 (13). Povečano izražanje gena CRLF2 pa se lahko pojavlja tudi ob 
odsotnosti teh preureditev, vendar mehanizmi za tem še niso znani (20,23). 
 
Slika 3: Pogoste spremembe gena CRLF2, ki vodijo v nenadzorovano izražanje gena oz. 
aktivacijo proteina. A) Intersticijska delecija v PAR1 med P2RY8 in CRLF2 na kratki ročici 
kromosoma X ali Y vodi v jukstapozicijo promotorja P2RY8, ki inducira izražanje CRLF2 
– nastane zliti gen P2RY8-CRLF2. B) Translokacija med kromosomom X oz. Y in 
kromosomom 14 vodi do prestavitve zaporedja CRLF2 za ojačevalno zaporedje gena IGH 
na kromosomu 14 – nastane zliti gen IGH-CRLF2. C) Točkovna mutacija v genu CRLF2 
(711T>G) povzroči zamenjavo fenilalanina v cistein na mestu 232 (F232C), kar vodi v 
homodimerizacijo CRLF2 in konstitutivno aktivacijo JAK/STAT.  Povzeto po (24). 
Preureditve gena CRLF2 so močno povezane z aktivirajočimi mutacijami genov JAK. Pri 
več kot polovici bolnikov s preurejenim genom CRLF2 namreč najdemo tudi mutacije v 
genih JAK1 ali JAK2. Pri skoraj vseh primerih, pri kateri najdemo mutacijo JAK, pa najdemo 
tudi preureditev gena CRLF2, kar kaže na skupen prispevek teh sprememb k levkemogenezi 
(2,14,17). Te spremembe so povezane tudi s spremembami v genu IKZF1, več študij pa je 
pokazalo povezanost med prisotnostjo teh genskih sprememb in slabimi izidi zdravljenja 
(25,26). 
1.2 AKUTNA LIMFOBLASTNA LEVKEMIJA 
Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je bolezen maligno spremenjene limfatične celice B 
ali T. Nastane kot posledica somatske mutacije, ki vodi v nenadzorovano rast multipotentne 
matične celice. Vse levkemične celice se razvijejo iz ene same maligno spremenjene celice, 
pri čemer ohranijo sposobnost delitve, izgubijo pa sposobnost dozorevanja.  ALL se pojavlja 
tako pri otrocih kot tudi odraslih. Pri odraslih predstavlja 20 % vseh akutnih levkemij, pri 
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otrocih pa je to najpogostejša rakava bolezen. Večino otrok (do 90 %) z ALL lahko 
pozdravimo, medtem ko ostaja prognoza pri dojenčkih in odraslih s to boleznijo slabša. Za 
ALL pogosteje zbolijo moški kot ženske, in sicer je razmerje 1,2:1 (27,28).  
ALL razvrščamo na podlagi imunofenotipa in citogenetskih značilnosti, morfoloških 
značilnosti pa ne upoštevamo več. Po razvrstitvi Svetovne zdravstvene organizacije (SZO, 
angl. World Health Organization, WHO) delimo ALL na limfoblastno levkemijo 
prekurzorskih celic B in T. Imunofenotip B-ALL je pogostejši (70–75 %) od T-ALL (20–25 
%) (27,29). B-ALL so dalje razvrščene glede na citogenetske nepravilnosti, in sicer na B-
ALL brez določene opredelitve in B-ALL s ponavljajočimi se genskimi nepravilnostmi 
(Preglednica I) (29). 
Preglednica I: Razvrstitev akutnih limfoblastnih levkemij po WHO (29,30). 
Akutne limfoblastne levkemije 
B-ALL 
B-ALL brez določene opredelitve 
B-ALL s ponavljajočimi se genskimi nepravilnostmi 
 B-ALL s t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 
 B-ALL s t(v;11q23); preurejen KMT2A  
 B-ALL s t(12;21)(p13;q22); ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) 
 B-ALL s hiperdiploidnim kariotipom 
 B-ALL s hipodiploidnim kariotipom 
 B-ALL s t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH 
 B-ALL s t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1 (E2A-PBX1) 
 B-ALL z iAMP21 
 B-ALL BCR-ABL1-podobna 
T-ALL 
limfoblastna levkemija zgodnjih prekurzorskih celic T 
 
Bolniki z ALL ob odkritju bolezni običajno poročajo o utrujenosti, izgubi teže, potenju in 
večji nagnjenosti h krvavitvam. Te krvavitve se lahko kažejo kot petehije, ekhimoze in 
hematomi na koži ali sluznicah. Bolniki imajo lahko prisotno tudi kri v urinu, krvavitve v 
prebavila, pri ženskah pa lahko prihaja do krvavitev izven rednega cikla ali do podaljšanega 
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krvavenja ob rednem mesečnem perilu. Zaradi velikega števila levkocitov v krvi se poveča 
viskoznost krvi, kar lahko ovira pretok krvi po manjših žilah. Ta pojav imenujemo 
levkostaza in se lahko kaže s klinično sliko dispneje. Pri polovici bolnikov lahko opazimo 
povečane bezgavke, jetra in vranico, pri 10–15 % bolnikov pa je povečan tudi priželjc (27).  
1.2.1 B-celične akutne limfoblastne levkemije  
B-ALL med odraslimi bolniki predstavlja 75 % primerov ALL, med pediatričnimi bolniki 
pa 85 %. To je heterogena skupina bolezni, pri katerih se tveganje ocenjuje na podlagi 
kliničnih informacij ob postavitvi diagnoze, odziva na terapijo in citogenetskih sprememb. 
Bolnike lahko razvrstimo v skupine z ugodnim, vmesnim in neugodnim napovednim 
pomenom. Citogenetske podskupine B-ALL z ugodno napovedjo poteka bolezni so 
hiperdiploiden kariotip (> 50 kromosomov; 25–30 % otrok in 7 % odraslih), zliti gen ETV6-
RUNX1 (25 % otrok in 0–4 % odraslih) in zliti gen TCF3-PBX1 (8 %). Neugodno napoved 
imajo podskupine z zlitim genom BCR-ABL1 (1–3 % otrok in 25–30 % odraslih), 
preureditvami KMT2A (1–2  % otrok in 4–9 % odraslih) in hipodiploidnim kariotipom (< 44 
kromosomov; 6 % otrok in 7–8 % odraslih). Druge podskupine, ki nimajo znanih primarnih 
genskih preureditev, imajo vmesno napoved poteka bolezni. Znotraj te skupine so prepoznali 
novo obliko B-ALL z visokim tveganjem, ki so jo poimenovali Ph-podobna ALL oz. BCR-
ABL1-podobna ALL (29,31–33). Zaradi slabše prognoze in novih potencialnih možnosti za 
zdravljenje teh bolnikov so v popravljeni izdaji klasifikacije WHO (2016) ustvarili posebno 
podskupino za Ph-podobno ALL (30). 
1.2.1.1 Ph-podobna ALL 
Že dolgo poznamo obliko B-ALL, pri kateri je prisoten zliti gen BCR-ABL1 
(t(9;22)(q34;q11;2)) – imenujemo jo Philadelphia kromosom-pozitivna ALL (Ph-pozitivna 
ALL) oz. BCR-ABL1-pozitivna ALL. Zanjo je značilna slabša prognoza, vendar pa so z 
dodatno terapijo z zaviralci tirozinskih kinaz (TKI) precej izboljšali izide zdravljenja teh 
bolnikov (34). Kasneje je bila odkrita še ena oblika B-ALL, ki ima zelo podoben profil 
izraženih genov kot Ph-pozitivna ALL, vendar nima prisotnega značilnega zlitega gena. Gre 
torej za obliko ALL, katere glavno gonilo je povečana aktivnost tirozinskih kinaz, podobno 
kot pri Ph-pozitivni ALL, vendar pa celice nimajo zlitega gena BCR-ABL1. Zaradi 
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podobnega profila izraženih genov so to obliko ALL poimenovali Philadelphia kromosom-
podobna ALL (35).   
Medtem ko so za druge oblike B-ALL značilne dobro opredeljene kromosomske spremembe 
(običajno gre za nenadzorovano izražanje onkogena ali izražanje fuzijskega onkogena), pa 
je pri bolnikih s Ph-podobno ALL nekoliko drugače. Na genski ravni gre za zelo heterogeno 
bolezen, pri kateri lahko pride do različnih sprememb, ki vodijo v deregulacijo citokinskih 
receptorjev in tirozinskih kinaz. Zato to obliko B-ALL prepoznamo s profiliranjem genskega 
izražanja, na genski ravni pa lahko najdemo raznolike spremembe (36).  
1.2.1.1.1 Pojavnost in klinične značilnosti Ph-podobne ALL 
Ph-podobna ALL predstavlja okoli 15 % vseh novoodkritih primerov B-ALL (37). Njena 
pojavnost se razlikuje med različnimi starostnimi skupinami, spoloma, rasami in etničnimi 
skupinami. Po podatkih, ki so bili do sedaj zbrani v kohortnih študijah v Združenih državah 
Amerike (ZDA), je prisotna pri okoli 12 % otrok in 21 % mladostnikov med 16. in 20. letom 
starosti z B-ALL. Med mladimi odraslimi, starimi 21–39 let, je pojavnost najvišja, in sicer 
27 % (16,18), pri odraslih nad 40. letom starosti pa se pojavlja pri 20–24 % bolnikov z B-
ALL (18,38). V eni od raziskav, v katero so bili vključeni bolniki, stari 15–84 let, so določili, 
da je pojavnost celo 33,1 % (39).  Podobne podatke o tem, da je pojavnost Ph-podobne ALL 
najvišja med mladimi odraslimi, so pridobili tudi v nemških in nizozemsko-belgijskih 
kohortnih študijah, ugotovili pa so nekoliko nižjo pojavnost, predvsem med mladimi 
odraslimi (13–19 %) in odraslimi (okoli 10 %). V nemški raziskavi so določili, da je 
pojavnost med vsemi bolniki z B-ALL (15–65 let) 13 %, v nizozemsko-belgijski (16–71 let) 
pa 17 % (40,41).  Ph-podobna ALL je pogostejša pri moških (razmerje moški proti ženskam 
je 2:1 v pediatrični populaciji in 1,6:1 med odraslimi) (16,18), pogosteje pa je prisotna pri 
ljudeh latinskoameriškega porekla (25). To bi lahko razložilo nižjo pojavnost Ph-podobne 
ALL, ki so jo določili v evropskih študijah, v primerjavi s pojavnostjo, določeno v ZDA. 
Tako za otroke kot tudi za odrasle s Ph-podobno ALL je značilen manj ugoden potek bolezni. 
S to vrsto B-ALL so običajno povezane povišane vrednosti minimalnega preostanka bolezni 
(MRD), višja stopnja neuspešnega zdravljenja, višja verjetnost za ponovitev bolezni in nižje 




1.2.1.1.2 Genske spremembe pri Ph-podobni ALL 
Za Ph-podobno ALL so značilni heterogeni genski profili, pri katerih najdemo kromosomske 
preureditve, različice oz. mutacije v številu kopij in mutacije v različnih genih. Najpogosteje 
gre za genske spremembe, ki aktivirajo tirozinske kinaze ali signaliziranje preko citokinskih 
receptorjev ali pa povišajo izražanje določenih genov.  Trenutno poznamo že več kot 60 
genskih sprememb, povezanih s Ph-podobno ALL, v več kot 15 različnih genih, ki kodirajo 
kinaze, citokinske receptorje ali druge proteine, vpletene v celično signaliziranje. Kljub 
velikemu številu lahko večino sprememb enostavno razdelimo v skupine glede na to, katere 
kinaze in signalne poti so vpletene (Preglednica II) (36,43).  
Preglednica II: Skupine genskih sprememb, ki se pojavljajo pri Ph-podobni ALL (36,43). 
Genske spremembe pri Ph-podobni ALL 
spremembe, ki aktivirajo signalne poti JAK/STAT  
o spremembe genov CRLF2, JAK2 in EPOR ter drugih  
zliti geni, ki vsebujejo gene ABL (ne v kombinaciji z BCR) 
o preureditve genov ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRA, PDGFRB  
mutacije, ki aktivirajo signalno pot Ras 
o spremembe genov KRAS, NRAS, NF1, PTPN11 
druga manj pogosta zlitja genov 
o preureditve genov NTRK3, PTK2B, BLNK  
 
Najpogostejše so spremembe, ki aktivirajo signalne poti JAK/STAT, večino teh pa 
predstavljajo spremembe gena CRLF2, ki so prisotne pri 27–50 % bolnikov s Ph-podobno 
ALL (16,18,19,43). Spremembe gena JAK2 predstavljajo približno 7 %, spremembe gena 
EPOR pa 5 % vseh primerov Ph-podobne ALL (18). Zlite gene, ki vsebujejo gene ABL, ima 
približno 10 % bolnikov, takšen genotip pa predstavlja najboljše možnosti za tarčno 
zdravljenje z inhibitorji tirozinskih kinaz (npr. imatinib, dasatinib) (18,44). Okoli 4 % 
bolnikov ima prisotne mutacije genov, ki aktivirajo signalne poti Ras (18). 
1.2.1.1.2.1 Vloga sprememb gena CRLF2 pri Ph-podobni ALL 
Spremembe gena CRLF2 se pojavljajo pri približno polovici vseh bolnikov s Ph-podobno 
ALL.  Lahko pride do treh različnih sprememb: 
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1) translokacija gena CRLF2 za ojačevalna zaporedja gena IGH t(X;14)(p22;q32) ali 
t(Y;14)(p11;q32) – nastane zliti gen IGH-CRLF2, 
2) intersticijska delecija v PAR1 spolnih kromosomov del(X)(p22.33p22.33) ali 
del(Y)(p11.32p11.32),  ki privede do zlitja gena CRLF2 s prvim nekodirajočim 
eksonom gena P2RY8 – nastane zliti gen P2RY8-CRLF2, 
3) točkovna mutacija v genu CRLF2, ki privede do zamenjave fenilalanina s cisteinom 
na mestu 232 (F232C) (43). 
Prvi dve spremembi sta kromosomski preureditvi. Ti sta pri bolnikih z ALL pogostejši. 
P2RY8-CRLF2 se praviloma pogosteje pojavlja pri pediatrični populaciji, IGH-CRLF2 pa 
pogosteje najdemo pri mladostnikih in odraslih bolnikih (2). Ti preureditvi povežeta celotno 
kodirajoče zaporedje CRLF2 z drugačnim nadzorom prepisovanja – to poteka bodisi pod 
vplivom promotorja P2RY8 bodisi pod vplivom ojačevalnega zaporedja IGH, posledično pa 
se poveča izražanje CRLF2 in signaliziranje preko signalnih poti JAK/STAT in PI3K/mTOR 
(4). Točkovna mutacija (F232C) povzroči homodimerizacijo proteina CRLF2 in posledično 
konstitutivno aktivacijo signalne poti JAK/STAT, neodvisno od vezave TSLP (22). Vse te 
spremembe prispevajo k nenadzorovani proliferaciji in preživetju prekurzorskih celic B, kar 
vodi v razvoj Ph-podobne ALL. 
1.2.2 Postavitev diagnoze ALL 
Postavitev diagnoze ALL temelji na anamnezi, kliničnem pregledu in laboratorijskih ter 
slikovnih preiskavah. Izvedejo se osnovne laboratorijske preiskave, kot so celotna krvna 
slika in biokemične preiskave, pri vsakem bolniku s sumom na akutno levkemijo pa je treba 
opraviti še citomorfološki pregled kostnega mozga in določiti imunofenotip levkemičnih 
celic s pretočno citometrijo. Temu sledijo še analiza kariotipa z analizo proganih 
kromosomov in preiskave molekularne citogenetike ter molekularne genetike, s katerimi 
potrdimo ali izključimo nekatere genske preureditve, ki lahko narekujejo zdravljenje (27,45).  
1.2.2.1 Postavitev diagnoze Ph-podobna ALL 
Zaradi heterogenosti genskih sprememb, ki se pojavljajo pri Ph-podobni ALL, predstavlja 
postavitev diagnoze te oblike ALL precejšen izziv. Prepoznava Ph-podobnega fenotipa s 
testiranjem genskega izražanja je zelo kompleksno, rezultati pa so odvisni od tega, katere 
gene izberemo za analizo. Nekateri avtorji so za odkrivanje bolnikov s Ph-podobno ALL 
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uporabili napovedne algoritme, ki temeljijo na kvantifikaciji izražanja izbranih napovednih 
genov. To so izvedli bodisi z metodo nizkogostotnih mrež (angl. LDA, low-density array) 
bodisi s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (Q-RT-PCR). Vendar 
pa je takšen pristop v rutinski diagnostiki težaven, poleg tega na ta način določimo le fenotip, 
na izbiro zdravljenja pa vpliva to, katere spremembe so prisotne na genski ravni(35,44).  
Trenutno še ni na voljo robustnih, dostopnih in standardiziranih rutinskih diagnostičnih 
metod za diagnostiko pacientov s Ph-podobno ALL, zato Frisch in Ofran (46) priporočata 
pristop postopnega presejanja z uporabo več različnih preiskav. Po tem pristopu najprej 
izključimo bolnike, za katere vemo, da  nimajo Ph-podobne ALL (prisotnost kromosoma 
Philadelphia, zlitih genov ETV6–RUNX1 in TCF3–PBX1, preureditve gena KMT2A ter 
hiperdiploidnosti) (31,47,48). Analiziramo preostale paciente z B-ALL, ki se slabo odzivajo 
na terapijo prvega reda. Začnemo z analizo izražanja CRLF2 s pretočno citometrijo, saj so 
spremembe v tem genu najpogostejše genske spremembe pri Ph-podobni ALL. V primeru 
povišanega izražanja priporočata preiskavo FISH za potrditev preureditev gena CRLF2 in 
nadaljnjo analizo mutacij v genih JAK. Če izražanje CRLF2 ni povišano, pa je priporočljiva 
identifikacija drugih pogostih translokacij, vključenih v aktivacijo ABL in JAK/STAT  
(spremembe v geniih ABL1, ABL2, PDGFRB, CSF1R, JAK2, EPOR), ki jih lahko določimo 
s FISH (46). Podoben pristop opisuje tudi Fasan s sodelavci (49), in sicer priporoča 
diagnostičen algoritem v treh korakih: 
1) analiza izražanja CRLF2, 
2) prepoznava zlitij, ki aktivirajo poti ABL in JAK ter vključujejo gene ABL1, ABL2, 
CSF1R, PDGFRB in JAK2 s preiskavo FISH, 
3) fuzijsko specifični RT-PCR za prepoznavo fuzijskih partnerjev ABL in JAK ter 
občutljivo nadzorovanje MRD. 
Obstaja še več integriranih algoritmov, ki so jih predlagali različni avtorji, pri vseh pa gre za 
uporabo več različnih metod (LDA, FISH, RT-PCR, NGS), da bi dosegli čim bolj optimalno 
prepoznavo bolnikov s Ph-podobno ALL (16,42,49). 
1.2.3 Zdravljenje ALL 
Zdravljenje ALL se je v zadnjih desetletjih zelo izboljšalo, vendar je uspešnost zdravljenja 
še vedno močno odvisna od starosti bolnika in prisotnih citogenetskih nepravilnosti. Z 
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uporabo modernih protokolov zdravljenja pozdravimo že več kot 80 % bolnikov pediatrične 
populacije, kljub tem pa ostaja približno 20 % otrok, ki se na zdajšnje terapije ne odzivajo. 
Večina teh bolnikov zaradi bolezni umre. Pri odraslih bolnikih z ALL je zdravljenje še manj 
učinkovito, ozdravitev dosežemo pri manj kot 50 % obolelih (29,50). ALL se v osnovi zdravi 
s citostatiki, in sicer začnemo z več krogi indukcijskega zdravljenja. Če se doseže remisija 
bolezni, sledi konsolidacijsko zdravljenje in neinvazivno vzdrževalno zdravljenje. Lahko se 
odločimo tudi za zdravljenje z alogenično presaditvijo krvotvornih matičnih celic, kar pa je 
odvisno od prognostične skupine, v kateri je bolnik (27).  
1.2.3.1 Možnosti zdravljenja Ph-podobne ALL 
Po standardni indukciji večina pacientov z ALL doseže popolno morfološko remisijo, vendar 
je najpomembnejši prognostični pokazatelj MRD. Pri pacientih s Ph-podobno ALL sta 
opažena slabši odziv na indukcijsko kemoterapijo in višji MRD, poleg tega pa imajo ti 
pacienti večje tveganje za ponovitev bolezni, tudi če dosežejo negativen MRD (47). Želje in 
potrebe po bolj ciljani terapiji zato postajajo vse večje, z vedno boljšim poznavanjem 
mehanizmov bolezni pa je to tudi vedno bolj mogoče.  
Preživetje bolnikov s Ph-pozitivno ALL se je dramatično izboljšalo z dodatno terapijo z 
zaviralci tirozinskih kinaz (34,51). To je vzpodbudilo dodatno zanimanje za genske 
spremembe pri Ph-podobni ALL, ki bi jih lahko uporabili kot tarče zdravljenja. Čeprav 
imamo pri tej obliki ALL prisotnih mnogo različnih genskih sprememb, so v večini primerov 
spremenjene enake signalne poti, ki aktivirajo signaliziranje preko JAK ali ABL, to pa odpira 
nove možnosti za zdravljenje te skupine bolnikov. Podskupina Ph-podobne ALL, ki ima 
prisotne zlite gene z geni skupine ABL, je primerna za zdravljenje z inhibitorji ABL1 (npr. 
imatinib in dasatinib) (52,53). Za podskupino, pri kateri pride do aktivacije signalne poti 
JAK/STAT, se kažejo možnosti zdravljenja z zaviralci JAK (npr. ruxolitinib) in zaviralci 
signalne poti PI3K (4,54). Novejše možnosti zdravljenja vključujejo tudi imunoterapijo s 
celicami CAR-T, usmerjenimi proti TSLPR (55), in givinostat, zaviralec histonske 
deacetilaze (56). Za druge oblike Ph-podobne ALL, pri katerih so vpletene druge signalne 
poti, pa so potrebne nadaljnje študije za prepoznavo čim boljših tarč za zdravljenje. Nekatera 
potencialna zdravila za te oblike so zaviralci TRK in FLT3 (36,43,57). Te možnosti 




Slika 4: Shematičen prikaz spremenjenih signalnih poti pri Ph-podobni ALL in potencialni 
inhibitorji za posamezne podskupine. Povzeto po (24). 
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2 NAMEN DELA 
Diagnosticiranje Ph-podobne ALL predstavlja izziv in zahteva večstopenjski pristop, hkrati 
pa je izjemnega pomena, saj postavitev diagnoze Ph-podobne ALL odločilno vpliva na izbiro 
zdravljenja in posledično na njegov izid. Bolnikom s Ph-podobno ALL je skupna povečana 
aktivnost tirozinskih kinaz, vendar pa lahko pri teh bolnikih najdemo zelo raznolike genske 
profile. 27–50 % bolnikov ima prisotne spremembe v genu CRLF2, zato je ena od metod, ki 
se lahko uporablja za odkrivanje teh bolnikov, določanje preureditev gena CRLF2 s 
preiskavo FISH. Namen te naloge je ugotoviti, kakšna je pogostost preureditev gena CRLF2 
pri slovenskih bolnikih z B-ALL in ali je skladna z literaturo, poleg tega pa ovrednotiti 
uporabnost preiskave FISH v odkrivanju bolnikov s Ph-podobno ALL. 
Preureditve gena CRLF2 bomo zaznavali s preiskavo FISH s fluorescenčno označeno DNA-
sondo, ki je komercialno dostopna. Z njeno pomočjo bomo lahko zaznali dve možni 
preureditvi na krajši ročici kromosomov X (na segmentu 22) in Y (na segmentu 11), in sicer 
translokacijo, ki večinoma vodi v nastanek zlitega gena IGH-CRLF2, ter intersticijsko 
delecijo znotraj psevdoavtosomne regije 1 na spolnih kromosomih med genoma P2RY8 in 
CRLF2, ki vodi v nastanek zlitega gena P2RY8-CRLF2. Pred tem bomo določili tudi pražni 
vrednosti za to DNA-sondo pri obeh preureditvah.  
Prav tako bomo določili preureditve gena IGH pri tistih bolnikih, ki bodo imeli prisotno 
preureditev gena CRLF2. Če bo preureditev IGH prisotna, bomo lahko z veliko gotovostjo 
potrdili, da je prišlo do translokacije med kromosomom X oz. Y in kromosomom 14, medtem 
ko v primeru delecije v PAR1 na spolnem kromosomu pričakujemo, da bo gen IGH 
normalen. Tudi to bomo zaznavali s preiskavo FISH s fluorescenčno označeno DNA-sondo, 
ki je komercialno dostopna, pražna vrednost za to sondo pa je že določena.  
Preverili bomo še, ali je pri bolnikih s preureditvijo gena CRLF2 prisotno tudi povišano 
izražanje proteina TSLPR. To bo določeno s pomočjo pretočne citometrije. Ti podatki, kot 
tudi podatki o drugih genetskih preureditvah, so pridobljeni ob redni diagnostični obravnavi 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije, reagenti in raztopine 
Za izvedbo dela smo uporabili naslednje kemikalije, reagente in raztopine: 
 gojišče RPMI 1640 – Gibco® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA), 
 raztopina Hank's (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA), 
 NaCl (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
 KCl (Merck, Darmstadt, Nemčija), 
 KH2PO4 (Gram-mol, Zagreb, Hrvaška), 
 Na2HPO4 x 2H2O (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
 pufer 1x PBS, 10x PBS (fosfatni pufer, angl. phosphate-buffered saline), 
 gojišče MarrowMAX™ – Gibco ® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA), 
 gojišče BIO-MARROW™ Karyotyping Medium (Biological Industries, Kibbutz 
Beit-Haemek, Izrael), 
 timidin (Sigma, St. Louis, ZDA), 
 telečji serum CFS (angl. calf fetal serum) (Sigma, St. Louis, ZDA),  
 kolcemid – Gibco® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA), 
 hipotonična raztopina KCl, 
 destilirana H2O, 
 goveji serum FBS (angl. fetal bovine serum) (Sigma, St. Louis, ZDA), 
 raztopina za fiksacijo, 
 absolutni etanol (Sigma, St. Louis, ZDA), 
 70 % etanol,  
 90 % etanol,  
 ocetna kislina (Merck, Darmstadt, Nemčija), 
 Na3C6H5O7 x 2H2O (Sigma, St. Louis, ZDA), 
 pufer 2x SSC, 20x SSC (angl. saline sodium citrate), 
 pepsin (Sigma, St. Louis, ZDA), 
 HCl (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
 MgCl2 (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
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 37 % formaldehid (Sigma, St. Louis, ZDA), 
 hibridizacijski pufer Vysis LSI/WCP (Abbot, Illinois, ZDA), 
 neionski detergent NP-40 (BDH Chemicals, Poole, Velika Britanija), 
 Tween 20 (Sigma, St. Louis, ZDA), 
 pufer PBT (angl. phosphate-buffered saline (PBS) with Tween 20), 
 6 % BSA (goveji serumski albumin, angl. bovine serum albumin) (Kemika, Zagreb, 
Hrvaška), 
 fluorescentno barvilo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (Abbot, Illinois, ZDA). 
3.1.1.1 Priprava raztopin 
Raztopina Hank's:  Komercialno raztopino smo v 1000 mL buči dopolnili z destilirano 
H2O do 1 L, pH vrednost pa uravnali na 7,2 (NaHCO3, nasičena raztopina) in nato še sterilno 
prefiltrirali (brizge, filtri 0,2 μm). Raztopino smo spravili v zamrzovalnik, razdeljeno po 100 
mL. 
10x PBS:  80 g/L NaCl 
  2 g/L KCl 
  2 g/L KH2PO4 
  14,41 g/L Na2HPO4 x 2H2O  
Vse soli smo prenesli v 1000 mL bučo in dolili destilirano H2O do 900 mL ter uravnali pH 
na 7,4. Z destilirano H2O smo dolili do oznake 1000 mL in sterilizirali.  
1x PBS: 100 mL 10x PBS smo prenesli v 1000 mL bučo. Dolili smo destilirano H2O in 
preverili pH vrednost ter jo po potrebi uravnali na 7,4. 
Timidin (0,025 M, 6 mg/mL): 0,025 M raztopino timidina smo pripravili tako, da smo 1 g 
timidina raztopili v 167 mL razredčene raztopine Hank's, nato smo raztopino še sterilizirali 
in shranili v zamrzovalniku.  
Hipotonična raztopina KCl:  3,5 mL (0,075 M) KCl 
     3 mL destilirana H2O 
     0,5 mL serum FBS 
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V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali vse sestavine in dobro premešali. Vedno smo 
pripravili svežo raztopino. 
Raztopina za fiksacijo:  absolutni etanol in ocetna kislina v razmerju 3:1 
V 100 mL stekleno erlenmajerico smo pripravili svežo raztopino in jo zaščitili s parafilmom. 
20x SSC:  175,3 g/L 3 M NaCl 
  88,25 g/L 0,3 M Na3C6H5O7 x 2H2O 
Soli smo prenesli v 1000 mL bučo, dolili destilirano H2O in uravnali pH na 6,3. Nato smo z 
destilirano H2O dopolnili do oznake in prefiltrirali preko 0,45 μm filtra. 
2x SSC: 100 mL 20x SSC smo zmešali z 850 mL destilirane H2O v 1000 mL bučo, pH pa 
smo uravnali na 7,0 ± 0,2 in z destilirano H2O dopolnili do oznake 1000 mL. 
1 M HCl: 4,24 mL koncentrirane (36 %) HCl smo dodali v 50 mL bučko z nekaj destilirane 
H2O in dopolnili do oznake. 
1 M MgCl2 (203,31 g/L): 101,7 g MgCl2 x 6H2O smo raztopili v 500 mL destilirane H2O in 
shranili v hladilniku.   
Raztopina pepsina (0,005 %):  99 mL destilirana H2O 
     1 mL 1 M HCl 
     200 μL pepsin 
Raztopino destilirane H2O in 1 M HCl smo pripravili v 100 mL bučko in jo nato prelili v 
100 mL stekleno kadičko za objektna stekla. Tik pred začetkom uporabe smo dodali 200 μL 
koncentrirane raztopine pepsina. 
Raztopina formaldehida:  5 mL 1 M MgCl2 
    2,5 mL 37 % formaldehid 
Raztopino smo pripravili v 100 mL bučko in do oznake napolnili z 2x SSC. Raztopino smo 
nato prelili v 100 mL stekleno kadičko za objektna stekla. 
70 % etanol:  77,8 mL 90 % etanol 
   22,2 mL destilirana H2O 
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77,8 mL 90 % etanola smo prelili v 100 mL bučko in nato do oznake dopolnili z destilirano 
H2O. Raztopino smo nato prelili v 100 mL stekleno kadičko za objektna stekla. 
90 % etanol:   90 mL absolutni etanol 
   10 mL destilirana H2O 
90 mL absolutnega etanola smo prelili v 100 mL bučko in do oznake dopolnili z destilirano 
H2O. Raztopino smo nato prelili v 100 mL stekleno kadičko za objektna stekla. 
Spiralna raztopina po hibridizaciji NP-40:  0,9 g NP-40 
       60 mL 20x SSC 
       240 mL destilirana H2O 
V reagenčno steklenico smo si pripravili raztopino, jo zaščitili s parafilmom in jo pustili stati 
čez noč, da se je detergent zanesljivo raztopil. Naslednji dan smo prefiltrirali preko 0,2 μm 
filtra in raztopino hranili v hladilniku. 
PBT:  0,5 mL Tween 20 
  2 mL 6 % BSA 
Raztopino smo pripravili v 500 mL bučki in z 1x PBS dopolnili do oznake. Raztopino smo 
pustili stati čez noč, da se je detergent zanesljivo raztopil. Naslednji dan smo prefiltrirali 
preko 0,2 μm filtra in raztopino hranili v hladilniku.  
3.1.2 DNA-sondi 
Uporabili smo dve DNA-sondi: 
 DNA-sonda Cytocell CRLF2 Breakapart Probe (Cytocell Ltd., Cambridge, Velika 
Britanija), 




3.1.2.1 DNA-sonda Cytocell CRLF2 Breakapart Probe 
Za določanje preureditev gena CRLF2 smo uporabili dvobarvno razcepno sondo Cytocell 
CRLF2 Breakapart Probe, ki je zgrajena tako, da lahko zazna dve vrsti preureditev gena 
CRLF2 na kratki ročici kromosomov X in Y: 
1) translokacijo gena CRLF2; ta praviloma poteče za ojačevalna zaporedja prepisovanja 
težke verige imunoglobulinov –   t(X;14)(p22;q32) ali t(Y;14)(p11;q32) – pri čemer 
nastane zliti gen IGH-CRLF2, in 
2) intersticijsko delecijo v PAR1 spolnih kromosomov – del(X)(p22.33p22.33) ali 
del(Y)(p11.32p11.32) – ki privede do zlitja prvega eksona gena CRLF2 s prvim 
nekodirajočim eksonom gena P2RY8, pri čemer nastane zliti gen P2RY8-CRLF2. 
Rdeča sonda hibridizira s proksimalno regijo glede na gen CRLF2, zeleni sondi pa z distalno 
regijo glede na gen CRLF2 (Slika 5) (58). 
 
Slika 5: Dvobarvna razcepna sonda Cytocell CRLF2 Breakapart Probe. Povzeto po (58). 
V normalnih celicah pričakujemo 2 rdeče-zelena zlita signala (2F), ki izgledata rumena. Pri 
celicah s translokacijo pričakujemo 1 zlit, 1 rdeč in 1 zelen (1F1R1Z) signal. Če pa je v 
celicah prisotna intersticijska delecija v PAR1, pričakujemo 1 zlit in 1 zelen (1F1Z) signal 




Preglednica III: Pričakovani signali z dvobarvno razcepno sondo Cytocell CRLF2 
Breakapart Probe. Povzeto po (58). 
 Normalen signal Translokacija  Delecija  
Pričakovan signal 2F 1F1R1Z 1F1Z 
F: fuzija, vidna kot rdeče-zelen oz. rumen signal, R: rdeča, Z: zelena. 
3.1.2.2 DNA-sonda Vysis LSI IGH Dual Color, Break Apart Rearrangement 
Probe 
Na vzorcih tistih bolnikov, pri katerih smo odkrili preureditev gena CRLF2, smo izvedli 
preiskavo FISH še z dvobarvno razcepno sondo Vysis LSI IGH Dual Color, Break Apart 
Rearrangement Probe, ki se uporablja za določanje preureditev gena IGH na dolgi ročici 
kromosoma 14.  
Zelena sonda se veže na segment gena za variabilni del imunoglobulinske verige, oranžna 
pa na nekodirajoči del, proksimalno od segmenta gena za konstantni del imunoglobulinske 
verige (Slika 6) (59). 
 
Slika 6: Dvobarvna razcepna sonda Vysis LSI IGH Dual Color, Break Apart 
Rearrangement Probe. Povzeto po (59). 
Pri normalnih celicah pričakujemo 2 oranžno-zelena zlita signala (2F), ki izgledata rumeno. 
Ni nujno, da se ta signala tesno stikata, da ju opredelimo kot normalna. Pri celicah s 
translokacijo gena IGH pričakujemo 1 zlit, 1 oranžen in 1 zelen signal (1F1O1Z). Posamezna 
signala morata biti močno narazen, da ju opredelimo kot posamezen oranžen in posamezen 
zelen signal. Pražna vrednost za translokacijo s to sondo je 6,8 %. Lahko se pojavijo tudi 
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druga odstopanja, in sicer so lahko v celicah prisotni tudi 1 oranžen in 2 zelena signala 
(1O2Z) ali pa 2 oranžna in 1 zelen signal (2O1Z) (Preglednica IV) (59).  
Preglednica IV: Pričakovani signali z dvobarvno razcepno sondo Vysis LSI IGH Dual 




Translokacija Preureditev 1 Preureditev 2 
Pričakovan 
signal 
2F 1F1O1Z 1O2Z 2O1Z 
F: fuzija, vidna kot oranžno-zelen oz. rumen signal, O: oranžna, Z: zelena. 
3.1.3 Pripomočki in aparature 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali različne pripomočke in aparature, ki so navedene 
v nadaljevanju. 
Pripomočki: 
 steklene buče (50 mL, 100 mL, 1000 mL, 2000 mL), 
 stekleni merilni valji (100 mL, 250 mL), 
 steklena čaša (1000 mL), 
 steklena erlenmajerica (100 mL), 
 10, 20, 100, 1000 μL pipete Eppendorf s sterilnimi plastičnimi nastavki Eppendorf 
(Hamburg, Nemčija), 
 15 mL centrifugirke, 
 diamantno rezilo, 
 18x18 mm2, 24x50 mm2 krovna stekla (Brand, Wertheim, Nemčija), 
 objektna stekla (Brand, Wertheim, Nemčija), 
 5 mL sterilne steklene pipete Dispenser, 
 3 mL Pasteurjeve pipete, 
 2 mL epruvete Eppendorf (Hamburg, Nemčija), 
 gumijast cement Fixo Gum (Marabu, Nemčija), 
 posodice za gojenje celičnih kultur (25 cm2) Cellstar (Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, Nemčija), 












 laminarna komora (Iskra Pio, Slovenija), 
 komora OptiChrome (Euroclone, Milano, Italija), 
 centrifuga miniSpin Eppendorf (Hamburg, Nemčija), 
 centrifuga Rotofix 32A (Hettich, Tuttlingen, Nemčija), 
 mešalnik Rotamix (vorteks), 
 invertni mikroskop Nikon (Tokio, Japonska), 
 grelna plošča Termoproc (Ljubljana, Slovenija), 
 vodna kopel Termoproc (Ljubljana, Slovenija), 
 vodna kopel Julabo TW8 (Seelbach, Nemčija), 
 hibridizator Thermobrite (Abbot molecular, Illinois, ZDA), 
 analizna tehtnica Mettler Toledo (Ohio, ZDA), 
 pH meter Mettler Toledo (Ohio, ZDA), 
 magnetno mešalo IKA® C-MAG HS7 control (Staufen, Nemčija), 
 hemocitometer Sysmex XN-1000 (Sysmex, Japonska).  
3.1.4 Biološki vzorci 
Pražni vrednosti (angl. cut off)  za DNA-sondo Cytocell CRLF2 Breakapart Probe smo 
določili na 10 vzorcih celic zdravih preiskovancev in 10 vzorcih celic preiskovancev z B-
ALL, ki imajo prisotne druge ponavljajoče se genske nepravilnosti. Pri zdravih 
preiskovancih smo analizirali vensko kri, pri preiskovancih z B-ALL s ponavljajočimi se 
genskimi nepravilnostmi pa kostni mozeg. Na vseh smo naredili analizo FISH po enakem 
postopku kot za vzorce bolnikov. Nato smo analizirali 49 vzorcev kostnih mozgov bolnikov 
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z B-ALL brez ponavljajočih se genskih sprememb, ki so bili rutinsko obravnavani in so bili 
pridobljeni med januarjem 2012 in junijem 2019. Nekateri vzorci bolnikov so bili že 
ustrezno arhivirani v zamrzovalniku pri –20 °C, druge pa smo pripravili s kultivacijo celic 
kostnega mozga, odvzemom kulture, prenosom v hipotonično raztopino in fiksacijo celic.  
3.2 METODE 
3.2.1 Kultivacija celic kostnega mozga 
Vzorec (2 mL aspirata kostnega mozga ali biopsijski stebriček) smo sterilno prenesli v 
centrifugirko z gojiščem (5 mL RPMI 1640 z antibiotikom in 0,5 mL Na-heparina) (60).  
3.2.1.1 Priprava vzorca za gojenje 
3.2.1.1.1 Kostni mozeg 
Centrifugirke z vzorcem smo najprej 10 minut centrifugirali pri 1600 rpm (421 g), nato smo 
supernatant s sterilno Pasteurjevo pipeto previdno odstranili. Kostni mozeg, ki je bil na fazni 
meji med zgornjo spiralno tekočino in spodnjimi eritrociti, smo s Pasteurjevo pipeto 
previdno povlekli, nato pa ga resuspendirali v 8 mL raztopine Hank's, ki smo jo predhodno 
segreli na 37 °C. Sledilo je 10 minut centrifugiranja pri 1600 rpm (421 g). Potem smo 
supernatant previdno odstranili, nato pa v Pasteurjevo pipeto povlekli kostni mozeg, ki smo 
ga prenesli na približno 1 mL rezervnega gojišča in dobro premešali (vorteks). V epico smo 
sterilno odpipetirali 100 μL vzorca kostnega mozga v gojišču in mu dodali 200 μL pufra 1x 
PBS. S pomočjo hemocitometra smo izmerili koncentracijo levkocitov v tako razredčenem 
vzorcu (vrednost X). Potreben volumen vcepka celic smo izračunali tako, da je bila končna 
koncentracija celic 1*106/mL (Enačba 1). 
16[𝑚𝐿] × 106[𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿] × 1000[𝑚𝐿/𝐿]
3 × 𝑋[𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝐿] 
= 𝑉[𝑚𝐿] 
Enačba 1: Izračun volumna vcepka celic. 
Izračunanemu volumnu celic (V) smo dodali toliko rastnega gojišča, da je bil skupni 




3.2.1.1.2 Biopsijski stebriček 
Biopsijski stebriček smo čim bolj razrezali s sterilnim skalpelom, da smo sprostili celice. 
Nato smo centrifugirke z vzorcem 10 minut centrifugirali pri 1600 rpm (421 g). Celice smo 
prenesli v 8 mL raztopine Hank's, ki smo jo predhodno segreli na 37 °C, in ponovno 10 
minut centrifugirali pri 1600 rpm (421 g). Supernatant smo s Pasteurjevo pipeto previdno 
odstranili in celicam dodali 1 mL rezervnega gojišča ter jih razdelili na dve gojišči. Če jih je 
bilo več, smo jih nacepili še na tretje gojišče. Pri tem vzorcu koncentracije celic nismo 
določali, saj bi lahko prisotni delčki kosti zamašili cevke analizatorja (60).  
3.2.1.2 Kultivacija 
V posodice za gojenje celičnih kultur (25 cm2) smo sterilno odpipetirali 6,5 mL gojišča (M 
– MarrowMax ali B – Bone Marrow Karyotyping medium) in 300 μL timidina (0,025 M, 6 
mg/mL). Posodico smo označili s KM in oznako gojišča (M ali B). 
Gojišča smo za nekaj minut postavili v vodno kopel (37 °C) in nato vanje sterilno prenesli 
po 1 mL kostnega mozga, ki smo ga pred tem po zgornjem preračunu redčili do skupnega 
volumna 2 mL, oz. smo prenesli ustrezen volumen kostnega mozga, če je bila izmerjena 
koncentracija pod 10*109/mL.  
Na posodico smo zapisali ime in priimek pacienta, datum, oznako gojišča in čas začetka 
kultivacije (ure in minute). Posodice smo nato takoj prenesli v inkubator in gojili pri 37 °C, 
5 % CO2, v vlažnem ozračju 24 ur. Pol ure pred zaključkom kultivacije smo dodali 70 μL 
kolcemida (60). 
3.2.2 Odvzem kulture, prenos v hipotonično raztopino in fiksiranje celic 
Z 10 mL pipeto smo sterilno prenesli suspenzijo celične kulture iz posodice za gojenje v 
centrifugirko s koničastim dnom in 10 minut centrifugirali pri 1600 rpm (421 g). Supernatant 
smo odstranili, preostanek pa temeljito premešali (vorteks). Nato smo vzorcu dodali 7 mL 
hipotonične raztopine, ki smo jo predhodno segreli na 37 °C, pri čemer smo prve 2–3 mL 
hipotonične raztopine dodajali po kapljicah. Potem smo vzorce inkubirali v vodni kopeli 25 
minut pri 37 °C.  Nato smo v vsako centrifugirko dodali 3 kapljice raztopine za fiksacijo in 
8 minut centrifugirali pri 1600 rpm (421 g). Supernatant smo odstranili, temeljito premešali 
in počasi dodali 8 mL raztopine za fiksacijo, prve 2–3 mL po kapljicah, in pustili na sobni 
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temperaturi 15 minut. Po tem času smo vzorce ponovno centrifugirali in v centrifugirki 
pustili približno 1 mL supernatanta  ter dobro premešali. Tako pripravljene vzorce smo 
hranili v zamrzovalniku (–20 °C) (61). 
3.2.3 Nanosi na stekla 
Da smo lahko izvedli postopek FISH, smo morali izolirane in fiksirane celice nanesti na 
objektna stekla. Nova objektna stekla smo najprej zložili v ležečo stekleno kadičko in jih 
spirali 20–30 minut pod vročo vodo, nato pa še 10 minut pod mrzlo vodo. Stekla smo nato 
dvakrat sprali še z destilirano H2O in jih do uporabe pustili v kadički, napolnjeni z destilirano 
H2O (62).  
Vzorce smo vzeli iz zamrzovalnika in jih dvakrat spirali z raztopino za fiksacijo (približno 
8 mL) ter 10 minut centrifugirali pri 1600 rpm (421 g). Nato smo odstranili toliko 
supernatanta, da smo dobili ustrezno gostoto celic, in dobro premešali na vorteksu. Na mokro 
objektno steklo smo pod pravim kotom odpipetirali 20 μL vzorca. Pred tem smo na matiran 
rob napisali identifikacijsko številko in priimek preiskovanca. Steklo z nanešenim vzorcem 
smo čim hitreje položili v komoro OptiChrome za 4 minute. Ko so se stekla posušila, smo 
pod invertnim mikroskopom preverili gostoto celic. Če je bil vzorec pregost, smo dodali še 
malo raztopine za fiksacijo, če pa je bil preredek, smo vzorec ponovno centrifugirali in 
odstranili nekaj supernatanta. Ko smo dosegli ustrezno gostoto, smo z diamantnim rezilom 
označili področje celic, ki je bilo primerno za nanos fluorescenčno označene sonde. Temu 
je sledilo staranje stekel na grelni plošči, najprej 30 minut na 60 °C, nato pa še 30 minut na 
90 °C (62). 
3.2.4 Fluorescenčna in situ hibridizacija 
Fluorescenčna in situ hibridizacija (FISH) je molekularnocitogenetska tehnika, s katero 
lahko potrjujemo in izključujemo specifične genske preureditve v celicah. To izkoriščamo 
tako pri diagnostiki kot tudi pri ocenjevanju prognoze. Tehnika temelji na specifični 
interakciji med tarčnim zaporedjem DNA v vzorcu in fluorescenčno označenim 
komplementarnim zaporedjem DNA (DNA-sonda). DNA-sonda hibridizira na tarčno 
zaporedje, rezultate pa lahko vrednotimo s fluorescenčnim mikroskopom (Slika 7) (63,64). 
Za to tehniko ne potrebujemo delečih se celic, saj jo lahko izvajamo tudi na interfaznih 
jedrih. To pomeni, da celic ni treba gojiti, preiskava pa je zato hitrejša v primerjavi s 
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standardno citogenetsko preiskavo. Še ena prednost FISH je v tem, da omogoča natančno 
oceno velikosti klona, saj lahko ovrednotimo mnogo večje število celic, zato se lahko 
uporablja tudi za sledenje velikosti klona, deloma pa tudi za določitev MRD (63). 
 
Slika 7: Princip tehnike FISH. Povzeto po (65). 
3.2.4.1 Postopek FISH 
Postopek FISH je sestavljen iz več korakov, ki so na Sliki 8 shematično prikazani, v 
nadaljevanju pa podrobneje opisani. 
 
Slika 8: Shematičen prikaz glavnih korakov v postopku FISH. Povzeto po (66). 
3.2.4.1.1 Predpriprava stekel s tarčno DNA 
V vodni kopeli smo na 37 °C pripravili dve stekleni kiveti s 100 mL naslednjih raztopin: v 
prvi kiveti je bila raztopina 2x SSC, v drugi pa raztopina pepsina. Objektna stekla z 
nanešenimi vzorci smo najprej dali v prvo kiveto za 5 minut, nato pa še v drugo, prav tako 
za 5 minut. Na sobni temperaturi smo pripravili šest 100 mL kadičk za objektna stekla z 
raztopino 2x SSC, eno z raztopino formaldehida in tri z raztopinami različnih koncentracij 
etanola (70 %, 90 % in 100 %). Objektna stekla z nanešenimi vzorci smo zaporedoma 
prestavljali v kivete po sledečem vrstnem redu: 
predpriprava stekel s tarčno DNA
priprava sonde za nanos
kodenaturacija in hibridizacija




B 2x SSC za 2 minuti, 
B 2x SSC za 2 minuti, 
B 2x SSC za 2 minuti, 
B raztopina formaldehida za 10 minut, 
B 2x SSC za 2 minuti, 
B 2x SSC za 2 minuti, 
B 2x SSC za 2 minuti, 
B 70 % etanol za 2 minuti, 
B 90 % etanol za 2 minuti, 
B 100 % etanol za 2 minuti. 
Stekla smo nato osušili na zraku (66). 
3.2.4.1.2  Priprava sonde za nanos 
3.2.4.1.2.1 Priprava sonde Cytocell CRLF2 Breakapart Probe 
Sondo smo v temi odtalili in jo na hitro premešali ter centrifugirali. V 2 mL črno epruveto 
Eppendorf smo odpipetirali ustrezno količino sonde (6,8 μL za eno steklo). Stekla z vzorci 
in epruveto s sondo smo pred začetkom kohibridizacije ogreli na 37 °C tako, da smo stekla 
za 5 minut položili na ploščo hibridizatorja, segreto na 37 °C, epruveto s sondo pa v vodno 
kopel, segreto na 37 °C (66). 
3.2.4.1.2.2 Priprava sonde Vysis LSI IGH Dual Color, Break Apart 
Rearrangement Probe 
Sondo smo v temi odtalili in jo na hitro premešali ter centrifugirali. V črno epruveto 
Eppendorf smo odpipetirali 0,7 μL sonde, 4,7 μL hibridizacijskega pufra LSI in 1,4 μL 
destilirane H2O za vsako stekelce. Vsebino smo na hitro centrifugirali, premešali in ponovno 




3.2.4.1.3  Kodenaturacija vzorca in sonde 
Na označeno področje na objektnem steklu smo odpipetirali 6,7 μL sonde in nanjo položili 
krovno steklo dimenzije 18x18 mm2, pri tem pa smo pazili, da niso nastali mehurčki. Robove 
krovnega stekla smo zalepili z gumijastim cementom, nato pa smo steklo položili na ploščo 
hibridizatorja in izbrali ustrezen program. Vzorce z nanešeno sondo CRLF2 smo denaturirali 
2 minuti pri 75 °C, vzorce z nanešeno sondo IGH pa 1 minuto pri 75 °C, nato pa hibridizirali 
vsaj 16 ur oz. čez noč pri 37 °C (66). 
3.2.4.1.4 Spiranje stekel po hibridizaciji 
Naslednji dan smo z objektnih stekel odstranili krovna stekla in ostanke gumijastega 
cementa. Za 4 minute smo jih postavili v 100 mL stekleno kadičko, v katero smo pripravili 
spiralno raztopino NP-40, segreto na 73 °C. Nato smo stekla za 4 minute prestavili v kadičko 
s PBT na sobni temperaturi. Mokra stekla smo odcedili na staničevini, nato pa nanje 
odpipetirali 10 μL barvila DAPI in preko položili krovno steklo dimenzije 24x50 mm2. Tako 
pripravljena stekla smo položili v črno škatlo in jih shranili v zamrzovalniku (66).  
3.2.4.1.5 Mikroskopiranje preparatov 
Preparate smo pregledali pod fluorescenčnim mikroskopom pod 600-kratno oz. 1000-kratno 
povečavo. Vsak preparat sta pregledala dva analitika, pri čemer je vsak preštel in analiziral 
200 celic. Rezultat je bil povprečje dveh štetij. Pri štetju smo uporabljali programsko opremo 
GenAsis.  
S pomočjo fluorescenčnega mikroskopa smo pregledali vse vzorce. Vsako posamezno celico 
smo presvetlili z laserjem pod posameznim ekscitacijskim filtrom in videli signale za sondo 
CRLF2 (Sliki 9A in 9B). Posamezne posnetke smo lahko združili ob uporabi računalniških 
orodij citogenetskega programa GenAsis in tako dobili skupno sliko. Pri normalnih celicah 





    
Slika 9: Signali sonde Cytocell CRLF2 Breakapart Probe pri celicah z dvema normalnim 
aleloma, vidni z uporabo različnih filtrov oz. kombinacijo filtrov v kombinaciji z DAPI: A) 
Rdeč filter. B) Zelen filter. C) Združena rdeč in zelen filter. 
Na enak način smo pregledali in obdelali vzorce, na katerih smo uporabili sondo IGH (Slika 
10).  
   
Slika 10: Signali sonde Vysis LSI IGH Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe pri 
celicah z dvema normalnima aleloma, vidni z uporabo različnih filtrov oz. kombinacijo 
filtrov v kombinaciji z DAPI: A) Rdeč filter. B) Zelen filter. C) Združena rdeč in zelen filter. 
3.2.5 Statistične metode 
Za določitev pražne vrednosti za DNA-sondo smo uporabili funkcijo beta inverzija, pri 
čemer smo upoštevali 95-odstotni interval zaupanja. Pražni vrednosti smo izračunali s 
pomočjo programa Microsoft Excel 2010. 
Za analizo podatkov, pridobljenih z analizo FISH, smo zaradi majhnega števila vzorcev 
uporabili neparametričen test za neodvisne vzorce, in sicer Fischerjev natančni test 
verjetnosti. Odvisna spremenljivka je bila prisotnost oz. odsotnost preureditev gena CRLF2 
(opisna spremenljivka). Neodvisne spremenljivke pa so bile kariotip (normalen, 
spremenjen), spol (moški, ženski) in starostne skupine (≤ 20 let, 21–39 let,  40 let) (opisne 
spremenljivke). Postavili smo ničelno hipotezo, ki trdi, da sta spremenljivki neodvisni oz. 
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da so pričakovane frekvence enake opazovanim, in alternativno hipotezo, ki trdi, da sta 
spremenljivki odvisni oz. da pričakovane frekvence niso enake opazovanim. Alternativno 
hipotezo smo sprejeli, če je bila p-vrednost manjša od 0,05 (α = 0,05). Ugotavljali smo 
povezavo med določenim kariotipom in prisotnostjo preureditev gena CRLF2, spolom in 
prisotnostjo preureditev gena CRLF2 ter med starostnimi skupinami in prisotnostjo 
preureditev gena CRLF2. Za izračune smo uporabili program VassarStats. 
4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 DOLOČITEV PRAŽNIH VREDNOSTI ZA DNA-SONDO CYTOCELL 
CRLF2 BREAKAPART PROBE 
Preden lahko izdamo izvid, moramo določiti pražne vrednosti za izbrano sondo, za vsak 
opazovan vzorec signalov. Za sondo Cytocell CRLF2 Breakapart Probe smo analizo FISH 
izvedli na 10 vzorcih celic zdravih preiskovancev in 10 vzorcih celic preiskovancev z B-
ALL, ki imajo prisotne ponavljajoče se genske nepravilnosti, ki izključujejo prisotnost 
preureditev gena CRLF2. Vsak vzorec sta pod fluorescenčnim mikroskopom ovrednotila in 
preštela dva analitika. Vrednosti so zbrane v Preglednici V. Pražni vrednosti smo izračunali 
s funkcijo beta inverzija (Enačba 2).  
𝑃𝑅𝐴Ž𝑁𝐴 𝑉𝑅𝐸𝐷𝑁𝑂𝑆𝑇 = 𝐵𝐸𝑇𝐴𝐼𝑁𝑉(0,95; 𝑁 + 1; 𝑋) 
0,95 – interval zaupanja 
N – največja določena pozitivna vrednost za testirano sondo 
X – število preštetih signalov 




Preglednica V: Določitev števila celic s spremenjenim signalom na celicah preiskovancev, 
pri katerih ne pričakujemo preureditev gena CRLF2, za določitev pražne vrednosti za sondo 
Cytocell CRLF2 Breakapart Probe. 
Zaporedna številka 
kontrolnega vzorca 








6 2 (1F1R1Z) 





12 1 (1F1R1Z) 
13 2 (1F1R1Z) 
14 0 
15 2 (1F1R1Z) 
16 3 (1F1Z) 
17 2 (1F1R1Z) 




Iz Preglednice V vidimo, da je bila najvišja zaznana vrednost za signal 1F1R1Z 
(translokacija) 3 in za signal 1F1Z (delecija) prav tako 3. Ti dve števili celic s spremenjenimi 
signali predstavljata vrednosti, ki ju uporabimo za določitev pražnih vrednosti. Pražno 
vrednost moramo izračunati za vsak vzorec signalov posebej. Ker sta števili celic s 
spremenjenimi signali za obe preureditvi enaki, sta tudi pražni vrednosti enaki. 
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Tako smo izračunali, da sta pražni vrednosti tako za translokacijo kot tudi za delecijo 3,8 %. 
Pozitiven izvid izdamo pri rezultatih, ki so nad pražno vrednostjo, torej če je bodisi 
translokacija bodisi delecija prisotna pri več kot 3,8 % interfaznih jeder. 
4.2 DOLOČITEV PREUREDITEV GENA CRLF2 
Izmed 141 bolnikov z B-ALL, ki so bili obravnavani v obdobju med januarjem 2012 in 
junijem 2019 (79 moških in 62 žensk, starost od < 1 do 82 let – povprečna starost 27 let, 
mediana 17 let), smo izločili tiste s ponavljajočimi se genskimi nepravilnostmi: BCR-ABL1 
(23 bolnikov), ETV6-RUNX1 (22 bolnikov), hiperdiploidni kariotip (25 bolnikov), t(8;14) (4 
bolniki), preureditve KMT2A (7 bolnikov) in TCF3-PBX1 (3 bolniki). Te nepravilnosti 
namreč praviloma izključujejo prisotnost preureditev gena CRLF2 (46). Tako je ostalo 57 
bolnikov, ki so ustrezali kriterijem za analizo. V vzorcih 8 bolnikov ni bilo prisotnih dovolj 
celic, tako smo analizo opravili na vzorcih 49 bolnikov. Zaradi nezadostne količine teh 8 
vzorcev in posledično tudi pomanjkanja podatkov o njih smo pri analizi upoštevali število 
133 kot število vseh bolnikov z B-ALL in 49 kot število bolnikov z B-ALL brez 
ponavljajočih se genskih nepravilnosti.  
Analizirali smo vzorce 26 moških (53 %) in 23 žensk (47 %), starih od 8 mesecev do 82 let 
(povprečna starost 34 let, mediana 29 let). Vsi bolniki razen enega so bili analizirani ob 
postavitvi diagnoze (novoodkriti), eden pa je bil analiziran v času ponovitve bolezni (relaps). 
Med temi je bilo 29 vzorcev z normalnim kariotipom, 6 vzorcev s kompleksnimi 
preureditvami (3 ali več kromosomske spremembe), 12 vzorcev s posameznimi 
kromosomskimi spremembami, ki ne spadajo med ponavljajoče se ali kompleksne, in 2 




Slika 11: Deleži slovenskih bolnikov z B-ALL, ki ustrezajo posameznim podskupinam B-
ALL s ponavljajočimi se genetskimi spremembami. 
4.2.1 Pojavnost preureditev gena CRLF2 
Preureditve gena CRLF2 smo zaznali pri 4 od 49 analiziranih vzorcev (8,2 %). To predstavlja 
delež bolnikov s preureditvijo gena CRLF2 med bolniki z B-ALL, ki nimajo prisotnih 
ponavljajočih se genskih nepravilnosti (BCR-ABL1, ETV6-RUNX1, hiperdiploidni kariotip, 
t(8;14), preureditve KMT2A in TCF3-PBX1) (Slika 12). Ob predpostavki, da so preureditve 
gena CRLF2 prisotne pri približno 27–50 % bolnikov s Ph-podobno ALL, kot je bilo 
dokazano v drugih študijah (16,18,43), lahko predvidevamo, da je med slovenskimi bolniki 
z B-ALL brez ponavljajočih se genskih sprememb okoli 16,4–30,4  % takih s Ph-podobno 
ALL. 
 
Slika 12: Delež preiskovancev s preureditvijo gena CRLF2. 
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Med vsemi slovenskimi bolniki z B-ALL delež bolnikov s preureditvijo gena CRLF2 znaša 
3 % (4/133) (Slika 13). Če ponovno upoštevamo zgornjo predpostavko, lahko sklepamo, da 
je med vsemi slovenskimi bolniki z B-ALL okoli 6–11 % takih s Ph-podobno ALL. Ta delež 
je nekoliko nižji od tistih v literaturi (v povprečju 15 %) (16,37,40–42), vendar pa je treba 
upoštevati, da je trenutno na voljo omejena količina podatkov o pojavnosti Ph-podobne 
ALL, še posebej izven ZDA. V ZDA pa je po do sedaj znanih podatkih pojavnost nekoliko 
večja (tudi do 33 %) (16,18,38,39) kot v evropskih državah (13–17 %) (40,41). 
 
Slika 13: Delež slovenskih bolnikov z B-ALL, ki imajo prisotne preureditve gena CRLF2. 
Če izhajamo iz zgornjih podatkov, je pojavnost preureditev gena CRLF2 3 bolniki (6–11  
bolnikov s Ph-podobno ALL) na 100 bolnikov z B-ALL oz. 8 bolnikov (16–30 bolnikov s 
Ph-podobno ALL) na 100 bolnikov, ki imajo B-ALL, a nimajo prisotnih ponavljajočih se 
genskih nepravilnosti. 
4.2.2 Vrste preureditev gena CRLF2  
Vsi štirje bolniki s prisotno preureditvijo gena CRLF2 so imeli z analizo proganih 
kromosomov določen normalen kariotip. Torej gre najverjetneje za bolnike s Ph-podobno 
ALL in ne za bolnike z B-ALL, povezano z Downovim sindromom, ali B-ALL z iAMP21, 
pri katerih bi preureditve CRLF2 tudi lahko bile prisotne (14,21). Pri vseh preiskovancih s 
spremembami v kariotipu (hipodiploiden kariotip, kompleksne preureditve in posamezne 
kromosomske spremembe) smo izključili prisotnost preureditev gena CRLF2. Kljub temu 
med bolniki z B-ALL brez ponavljajočih se genskih sprememb ni statistično značilnih razlik 
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v prisotnosti preureditev gena CRLF2 med tistimi, ki imajo normalen kariotip, in tistimi, ki 
imajo prisotne določene spremembe v kariotipu (p = 0,1249) (Preglednica VI). 
Preglednica VI: Kontingenčna tabela za Fischerjev natančni test verjetnosti: primerjava 






Pri treh bolnikih je bila zaznana translokacija (Slika 15), kar predstavlja 75 % vseh 
preurejenih, pri enem pa delecija (Slika 16), kar predstavlja 25 % preurejenih vzorcev (Slika 
14). Več je bilo torej primerov translokacije, ki se pogosteje pojavlja med mladimi in 
odraslimi, manj pa v pediatrični populaciji (2). Tudi v našem primeru so bili bolniki s 
translokacijo stari več kot 20 let (29, 33 in 62 let). Delecija pa je pogostejša v pediatrični 
populaciji, v našem primeru smo jo odkrili pri bolniku, ki je bil ob postavitvi diagnoze star 
25 let (mlad odrasli).   
 
Slika 14: Deleža vrst preureditev (translokacija in delecija) med preiskovanci z dokazano 







normalen kariotip 4 24 
0,1249 
spremenjen kariotip 0 21 
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Slika 15: Vzorec signalov 1F1R1Z za sondo Cytocell CRLF2 Breakapart Probe pri treh 
bolnikih (A, B in C – Preglednica VIII) – prisoten je razcep signalov za gen CRLF2. 
 
 
Slika 16: Vzorec signalov 1F1Z za sondo Cytocell CRLF2 Breakapart Probe pri bolniku D 
(Preglednica VIII) – prisotna je delecija znotraj PAR1 spolnega kromosoma. 
4.2.3 Preureditve gena CRLF2 glede na demografske značilnosti 
preiskovancev 
Vsi bolniki, pri katerih smo zaznali preureditve gena CRLF2, so bili moškega spola in stari 
nad 20 let. Med celotno populacijo otrok in mladostnikov z B-ALL (≤ 20 let) ni bilo 
nobenega bolnika s preureditvijo tega gena, med mladimi odraslimi (21–39 let) so bili 3, kar 
je 17,6 % znotraj te starostne skupine, med odraslimi ( 40 let) pa je bil 1 tak bolnik, kar 
predstavlja 2,4 % znotraj te starostne skupine (Slika 17). Med mladimi odraslimi je 1 bolnik 
imel prisotno delecijo v PAR1 spolnih kromosomov, 2 pa translokacijo gena CRLF2, 
medtem ko je imel 1 odrasli prisotno translokacijo.  
Podobno, kot so ugotovili v drugih študijah (16,18,40,41), je tudi v slovenski populaciji 
prisotnost preureditev gena CRLF2 (oz. Ph-podobne ALL) najpogostejša med mladimi 
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odraslimi. Odstotek mladih odraslih z B-ALL s preureditvijo gena CRLF2 v naši populaciji 
(17,6 %) je precej visok glede na nemško (19 %) (40) in nizozemsko-belgijsko (18,8 %) (41) 
raziskavo, saj so v omenjenih raziskavah določali delež vseh bolnikov s Ph-podobno ALL, 
v naši raziskavi pa smo določili le delež bolnikov s preureditvijo gena CRLF2. Odstotek v 
naši raziskavi je tako bližje podatkom, pridobljenim v ameriških raziskavah (delež mladih 
odraslih s preureditvijo CRLF2 približno 14 % in s Ph-podobno ALL približno 27 %) 
(16,18). Ni pa v naši raziskavi bilo nobenega primera preureditve tega gena med otroki in 
mladostniki (≤ 20 let), medtem ko so bile v drugih študijah prisotne pri 5–7 % pediatrične 
populacije (2,14,15), Ph-podobna ALL pa pri 10–20 % pediatričnih bolnikov z B-ALL 
(16,19,25). Prav tako je bil v naši populaciji odstotek bolnikov s preureditvami tega gena 
med odraslimi (2,4 %) nižji kot v drugih študijah (6–10 %)  (17,18). Eden od razlogov za 
nižje odstotke je to, da so bile nekatere študije narejene v ZDA (16,18,38), kjer je pojavnost 
Ph-podobne ALL višja (s tem tudi pojavnost preureditev CRLF2), saj je tam več ljudi 
latinskoameriškega porekla, kar je povezano s to obliko ALL. K takim rezultatom lahko 
prispeva tudi majhno število preiskovancev z B-ALL v naši populaciji, prav tako pa nismo 
mogli analizirati vseh vzorcev zaradi nezadostnih količin biološkega materiala, tako da 
nimamo popolnih podatkov o pogostosti teh preureditev.   
 
Slika 17: Deleži bolnikov s prisotno preureditvijo gena CRLF2 znotraj različnih starostnih 
skupin. 
Kljub temu da so bili vsi preiskovanci, pri katerih smo določili preureditve gena CRLF2, 
moškega spola, smo ugotovili, da ni statistično pomembnih razlik med spolom in 
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prisotnostjo preureditev (p = 0,1316) (Preglednica VII). V drugih študijah so potrdili, da 
moški za Ph-podobno ALL obolevajo pogosteje kot ženske (16,18), niso pa primerjali 
pogostosti preureditev gena CRLF2. 
Med vsemi bolniki z B-ALL je bil najvišji delež bolnikov s preureditvijo gena CRLF2 med 
mladimi odraslimi. Fischerjev natančni test verjetnosti je pokazal, da je pojavnost  
preureditev gena CRLF2 statistično značilno različna med različnimi starostnimi skupinami 
(p = 0,0025). Preureditve so statistično značilno bolj pogoste med mladimi odraslimi (21–
39 let) v primerjavi z mladimi (≤ 20 let) (p = 0,0056) in vsemi odraslimi (> 20 let) v 
primerjavi z mladimi (≤ 20 let) (p = 0,0365), medtem ko ni statistično značilnih razlik med 
mladimi odraslimi in odraslimi ( 40 let) (p = 0,0680) ter mladimi in odraslimi (p = 0,3621) 
(Preglednica VII). V nemški raziskavi pa so ugotovili statistično značilno razliko v 
pojavnosti Ph-podobne ALL med mladimi (16–39 let) in odraslimi ( 40 let) – p = 0,03 (40). 
Preglednica VII: Kontingenčne tabele za Fischerjev natančni test verjetnosti. Primerjava 
pogostosti prisotnosti preureditev gena CRLF2 med moškimi in ženskami, med vsemi tremi 
starostnimi skupinami ter med posameznimi starostnimi skupinami: mladi in mladi odrasli, 
mladi odrasli in odrasli, mladi in odrasli ter mladi in vsi odrasli. 
 





 moški 4 71 
0,1316 
ženske 0 58 
mladi ≤ 20 let 0  74  
0,0025 mladi odrasli 21–39 let  3 14 
odrasli  40 let 1 41 
mladi ≤ 20 let 0 74 
0,0056 
mladi odrasli 21–39 let 3 14 
mladi odrasli 21–39 let 3 14 
0,0680 
odrasli  40 let 1 41 
mladi ≤ 20 let 0 74 
0,3621 
odrasli   40 let 1 41 
mladi ≤ 20 let 0 74 
0,0365 
vsi odrasli > 20 let 4 55 
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4.3 DOLOČITEV PREUREDITEV GENA IGH 
Pri bolnikih, pri katerih smo dokazali preureditev gena CRLF2, smo preverili še, ali je 
preurejen tudi gen IGH, saj naj bi pri translokaciji gena CRLF2 največkrat prišlo do 
recipročne translokacije med kromosomom X oz. Y in kromosomom 14 ter posledično 
nastanka zlitega gena IGH-CRLF2. To pomeni, da bi morali v primeru prisotnosti 
translokacije gena CRLF2 videti tudi preureditev gena IGH. Pri deleciji v PAR1 spolnih 
kromosomov pa ne pride do spremembe gena IGH, tako da smo pri bolniku z delecijo 
pričakovali normalne signale pri uporabi sonde IGH. 
   
Slika 18: Vzorec signalov 1F1O1Z za sondo Vysis LSI IGH Dual Color, Break Apart 
Rearrangement Probe pri treh bolnikih (A, B in C) s translokacijo gena CRLF2 – prisotna je 
tudi translokacija gena IGH. 
 
Slika 19: Vzorec signalov 2F za sondo Vysis LSI IGH Dual Color, Break Apart 
Rearrangement Probe pri bolniku D z delecijo v PAR1 spolnega kromosoma – ni 
translokacije gena IGH. 
Vsi trije bolniki, pri katerih smo odkrili translokacijo gena CRLF2, so imeli prisotno tudi 
translokacijo gena IGH (Slika 18). Deleži celic s preurejenima genoma CRLF2 in IGH so 
bili podobni za vse bolnike. Bolnik, pri katerem smo odkrili delecijo v PAR1, pa je imel 
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normalne signale za gen IGH, kar je tudi v skladu s pričakovanji (Slika 19 in Preglednica 
VIII).  













A 43,8 56,2 0 51,2 48,8 
B 71,8 28,2 0 73,2 25,2 
C 21,0 79,0 0 14,5 83,2 
D 17,8 0 82,2 98,8 0,8 
 
4.4 DRUGI VZORCI SIGNALOV PRI SONDI CYTOCELL CRLF2 
BREAKAPART PROBE  
Poleg signalov 2F (normalen gen), 1F1R1Z (translokacija) in 1R2Z (delecija) smo pri sondi 
Cytocell CRLF2 Breakapart Probe našli še dva oz. tri vzorce signalov: 
 3F (ali 3–4F) – trije (ali 3–4) zliti signali (Slika 20A) in 
 1F – en zlit signal (Slika 20B).  
  
Slika 20: Drugi vzorci signalov pri sondi Cytocell CRLF2 Breakapart probe: A) 3F (trije 
zliti signali). B) 1F (en zlit signal). 
Vzorec 3F (oz. 3–4F)  smo odkrili pri 10 preiskovancih. Od teh so imeli 4 preiskovanci 
prisotne posamezne kromosomske spremembe, ki ne spadajo med ponavljajoče se ali 
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kompleksne, 2 sta imela prisotne kompleksne preureditve, 4 so imeli normalen kariotip. Pri 
preiskovancih s preurejenim oz. kompleksnim kariotipom (takšnih je bilo 6) je signal 3F 
posledica bodisi konstitutivne pomnožitve spolnih kromosomov bodisi z boleznijo povezane 
pridobitve spolnih kromosomov. Dodaten gen CRLF2 pri teh preiskovancih ne vpliva na 
potek bolezni – ti preiskovanci so imeli ugoden potek. Pri enem preiskovancu z normalnim 
kariotipom in prisotnim dodatnim genom CRLF2 je bil ugotovljen slab potek bolezni. 
Obstaja možnost, da se je pri tem preiskovancu gen CRLF2 podvojil in vplival na potek 
bolezni. Za druge 3 preiskovance s signalom 3F (oz. 3–4F) in normalnim kariotipom nismo 
imeli podatkov o poteku bolezni. 
Pri enem preiskovancu smo našli signal 1F, kar pomeni, da je pri njem prisoten le en gen 
CRLF2. Za tega preiskovanca kariotip ni bil narejen, prav tako nismo imeli podatkov o 
poteku bolezni.  
4.5 DOLOČITEV IZRAŽANJA TSLPR 
Določitev izražanja TSLPR je bila izvedena z merjenjem količine proteina TSLPR na 
površini celic s pretočno citometrijo. Preiskava je bila izvedena na 12 slovenskih bolnikih z 
B-ALL. Pri 11 bolnikih je bilo izražanje tega proteina normalno, pri enem pa povišano. 
Bolniki, pri katerih je bilo izražanje proteina TSLPR normalno, tudi niso imeli prisotnih 
preureditev gena CRLF2. Pri 5 od teh bolnikov smo izvedli preiskavo FISH in izključili 
prisotnost preureditev CRLF2, pri 6 pa so bile določene druge genske spremembe, ki 
izključujejo prisotnost preureditev gena CRLF2, tako da je tudi pričakovano, da je njegovo 
izražanje normalno.  
Bolnik, pri katerem je bilo izražanje povišano, je tudi bolnik, pri katerem smo določili 
translokacijo gena CRLF2 in tudi translokacijo gena IGH. Rezultat je bil šibko pozitiven 
(Slika 21G), torej je bilo izražanje tega proteina nekoliko povečano. Kot posledica 
translokacije je najverjetneje nastal zliti gen IGH-CRLF2. To pomeni, da na izražanje gena 
CRLF2 vpliva ojačevalno zaporedje IGH, posledično pa se poveča izražanje CRLF2, tako 
da je tak rezultat smiseln. 
Za druge 3 bolnike s preurejenim genom CRLF2 ta preiskava ni bila izvedena, zato ne 
moremo potrditi, da je pri vseh bolnikih s preureditvijo gena CRLF2 njegovo izražanje 
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povečano. Nedvomno pa je zaradi hitrosti izvedbe smiselno, da se izražanje TSLPR na 




Slika 21: Rezultati analize izražanja TSLPR s pretočno citometrijo za bolnika s translokacijo 
genov CRLF2 in IGH: A) Graf prednje (FSC) in stransko (SSC) sipanje; zamejitev celic od 
nečistot. B) Graf CD45 (panlevkocitni označevalec) in stransko sipanje (SSC); zamejitev 
populacij blastov (H, vijolična barva), granulocitov (J, modra barva) in limfocitov (I, rdeča 
barva). C) Graf TSLP in CD22 (označevalec zrelih limfocitov B); v zgornjem levem 
kvadrantu je populacija celic (predvsem blastov) s povišanim izražanjem proteina TSLPR. 
D) Graf CD19 (označevalec limfocitov B, običajno prisoten tudi pri B-ALL) in CD22; v 
zgornjem levem kvadrantu je populacija blastov, ki je CD19+ in CD22-. E) Graf CD34 
(označevalec krvotvornih matičnih celic, prisoten tudi na blastih) in CD19; v zgornjem 
desnem kvadrantu je populacija blastov, ki je CD34+ in CD19+. F) Graf TSLP in CD19; v 
zgornjem desnem kvadrantu je populacija celic (blastov) s povišanim izražanjem proteina 
TSLPR. G) Graf CD34 in TSLP; v zgornjem desnem kvadrantu je populacija celic (blastov), 
ki imajo povišano izražanje proteina TSLPR. Delež teh celic je relativno nizek – rezultat je 
šibko pozitiven. 
4.6 USTREZNOST PREISKAVE FISH PRI ODKRIVANJU PREUREDITEV 
GENA CRLF2 
Kljub temu da ne pričakujemo veliko bolnikov s preureditvami gena CRLF2 (3 bolniki s 
prisotno preureditvijo CRLF2 na 100 bolnikov z B-ALL oz. 8 bolnikov s prisotno 
preureditvijo CRLF2 na 100 bolnikov z B-ALL brez ponavljajočih se genskih nepravilnosti), 
je prepoznava teh bolnikov izjemnega pomena, saj odkritje preureditve usmeri zdravljenje 
teh bolnikov in lahko reši njihovo življenje.  
V splošnem bi za odkrivanje bolnikov s Ph-podobno ALL bila najboljša analiza izražanja 
genov, vendar je to v rutinski diagnostiki težavno, rezultat pa je odvisen od nabora izbranih 
genov. Prav tako nam tovrstna analiza ne ponudi odgovora na to, katero zdravljenje je 
primerno za takšnega bolnika – za to potrebujemo podatke na genski ravni. Ker so pri 
bolnikih s Ph-podobno ALL najpogostejše preureditve gena CRLF2, je priporočljivo najprej 
začeti z analizo tega gena (35,46). Preureditev gena CRLF2 ne moremo zaznati s standardno 
citogenetsko preiskavo (analizo proganih kromosomov), zato je potrebna uporaba drugih 
metod. Lahko bi uporabili PCR, vendar s to metodo težje pokrijemo vse iskane preureditve, 
prav tako pa je časovno in finančno manj ugodna. Predlagamo preverjanje prisotnosti 
preureditev gena CRLF2 s kombinacijo pretočne citometrije in preiskave FISH, kot 
priporočata Frisch in Ofran (46). S pretočno citometrijo lahko prepoznamo, pri katerih 
bolnikih imamo prisotno povišano izražanje gena CRLF2, s preiskavo FISH pa dobimo 
podatke na genski ravni. S slednjo lahko hkrati zaznamo tako translokacijo gena CRLF2 kot 
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tudi delecijo v PAR1 spolnih kromosomov. Preiskava je časovno in finančno učinkovita, 
njena uvedba v rutinsko diagnostiko pa ni težavna, saj je treba dodati le še eno sondo v nabor 
sond, ki se že uporabljajo v diagnostiki bolnikov z B-ALL. Predlagamo uvedbo DNA-sonde 
CRLF2 v algoritem izbire DNA-sond pri bolnikih z B-ALL (Slika 22). Preiskava s sondo 
CRLF2 bo po tem algoritmu izvedena, če bomo izključili vse druge ponavljajoče se genske 
spremembe.  
 
Slika 22: Algoritem izbire DNA-sond pri preiskavi FISH pri bolnikih z B-ALL z dodano 



























4.7 OMEJITVE PRI DELU 
Pri delu smo imeli nekaj omejitev, in sicer je bila prva omejitev nezadostna količina vzorcev 
pri 8 bolnikih z B-ALL, zaradi česar pri teh nismo mogli izvesti analize. Posledično nimamo 
popolnih podatkov o pogostosti oz. pojavnosti preureditev gena CRLF2 v slovenski 
populaciji.  
Druga omejitev vzorca je bila ta, da vzorci pacientov z B-ALL pogosto vsebujejo celice, ki 
nimajo čistih robov – izgledajo, kot da že razpadajo. K temu pripomore tudi dejstvo, da smo 
uporabljali arhivirane vzorce. Zaradi tega je lahko analiza pod mikroskopom manj 
zanesljiva. Zato vsak vzorec pregledata dva analitika, v primeru velikih odstopanj med 
obema štetjema pa vzorec pregleda še tretji analitik. Prav tako v teh vzorcih ni prisotnih 
veliko kromosomov v metafazi, zaradi česar nismo mogli nedvomno potrditi, da je prišlo do 
translokacije dela kromosoma X oz. Y na kromosom 14 in obratno. 
O izražanju TSLPR nismo uspeli pridobiti podatkov za vse bolnike s preureditvijo gena 
CRLF2. Ta metoda se namreč uporablja šele nekaj časa, tako da na starejših vzorcih še ni 
bila izvedena. Posledično nimamo podatkov o izražanju TSLPR pri treh preiskovancih s 





 Pražni vrednosti za DNA-sondo Cytocell CRLF2 Breakapart Probe sta 3,8 % tako za 
translokacijo gena CRLF2 kot tudi za delecijo v PAR1 spolnih kromosomov. 
 Preureditve gena CRLF2 smo našli pri 4 bolnikih, kar predstavlja 8,2 % analiziranih 
vzorcev (4/49) – delež bolnikov s preureditvijo gena CRLF2 med bolniki z B-ALL 
brez ponavljajočih se genskih nepravilnosti. Ob predpostavki, da se preureditve gena 
CRLF2 tudi v slovenski populaciji bolnikov s Ph-podobno ALL pojavljajo pri 27–50 
%, lahko sklepamo, da je v tej populaciji okoli 16,4–30,4 % bolnikov s Ph-podobno 
ALL.  
 Med vsemi slovenskimi bolniki z B-ALL je delež bolnikov s preureditvijo gena 
CRLF2 3 % (4/133). Ob zgornji predpostavki lahko sklepamo, da je med vsemi 
slovenskimi bolniki z B-ALL okoli 6–11 % takih s Ph-podobno ALL.  
 Med vzorci s preurejenim genom CRLF2 so bili 3 s translokacijo gena CRLF2, ki 
najpogosteje vodi v nastanek zlitega gena IGH-CRLF2, in 1 z delecijo v PAR1 
spolnih kromosomov, ki vodi v nastanek zlitega gena P2RY8-CRLF. 
 Vsi preiskovanci s prisotno preureditvijo gena CRLF2 so imeli z analizo proganih 
kromosomov določen normalen kariotip. 
 Pri ugotavljanju prisotnosti preureditev gena CRLF2 nismo ugotovili statistično 
pomembnih razlik med spoloma. 
 Najvišji delež bolnikov s preureditvijo gena CRLF2 je bil med mladimi odraslimi, 
razlika v pogostosti teh preureditev pa je bila statistično značilna med mladimi (≤ 20 
let) in mladimi odraslimi (21–39 let) ter med mladimi (≤ 20 let) in vsemi odraslimi 
(> 20 let). 
 Pri preiskovancih, ki so imeli prisotno translokacijo gena CRLF2, smo dokazali tudi 
translokacijo gena IGH, kar potrjuje nastanek zlitega gena IGH-CRLF2. 
 Poleg pričakovanih signalov za sondo Cytocell CRLF2 Breakapart Probe smo pri 10 
preiskovancih našli tudi 3 (oz. 3–4) zlite signale, pri enem preiskovancu pa 1 zlit 
signal. 
 Pri enem preiskovancu s prisotno preureditvijo gena CRLF2 smo s pretočno 
citometrijo dokazali tudi rahlo povišano izražanje proteina TSLPR. Pri drugih 11 
bolnikih, pri katerih se je določalo izražanje TSLPR s pretočno citometrijo in je bil 
rezultat negativen, tudi preureditev nismo zaznali. 
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 Predlagamo preverjanje prisotnosti preureditev gena CRLF2 s kombinacijo pretočne 
citometrije (določanje izražanja proteina TSLPR) in preiskave FISH (določanje 
preureditev gena CRLF2). 
 Predlagamo uvedbo DNA-sonde CRLF2 v algoritem izbire DNA-sond pri bolnikih 
z B-ALL, pri čemer bo preiskava s sondo CRLF2 izvedena, če bomo izključili vse 
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